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摘要：采用非酶还原法，以黑曲霉菌原位还原银氨离子制备一种新型银纳米颗粒 （ＡｇＮＰｓ）／菌体复合抗菌材料，
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近年 来 由 于 传 染 病 爆 发 （如ＳＡＲＳ病 毒）和
细菌对 抗 生 素 耐 药 性 等 问 题，使 得 具 有 安 全、高
效、广谱及不易产生耐药性的银系抗菌剂日益受到
关注［１－２］，其 中 银 纳 米 颗 粒 （ｓｉｌｖｅｒ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＡｇＮＰｓ）由于起 效 浓 度 （纳 摩 尔 水 平）远 低 于 银
离子 （微 摩 尔 水 平）而 备 受 关 注［３］。据 统 计 截 至
２０１１年３月国 际 市 场 上 纳 米 技 术 消 费 产 品 或 在 线
产品已达到１３１７种，比２００６年３月的２１２种增长
了５２１％，其中纳米银是使用最广泛的纳米产品原






状聚合物［６，１１－１２］、固 体 膜［１３－１４］、黏 土［１５－１６］、丝 素 蛋
白纤维［１７］、菌 体 细 胞［１８－１９］等，其 中 以 不 需 外 加 还
原剂、具有原位还原形成 ＡｇＮＰｓ能力的基体如树
枝状 聚 合 物、丝 素 蛋 白 纤 维、菌 体 细 胞 等 备 受
青睐［６，１１，１７－１９］。
利用微生物还原法制备金属纳米颗粒是近年来
出现的一种 新 兴 方 法［２０］。微 生 物 还 原 法 可 分 为 酶
催化还 原 和 非 酶 还 原 两 个 过 程［２１－２２］，其 中 基 于 干
燥死菌体的非酶还原过程能够保证金属纳米颗粒在
菌体表 面 上 或 菌 体 外 形 成［２３－２６］，且 非 酶 还 原 过 程
不受微生物生长条件的限制，还原速率易调控 （通
过调节反应温度和ｐＨ 值），也 不 受 高 浓 度 银 毒 性
的影 响［２２，２５］，并 具 有 菌 体 易 于 保 存 和 定 量 操 作，





度的分散 性 和 稳 定 性，并 且 菌 体 表 面 相 当 于 脚 手




的［９，１９］，这给ＡｇＮＰｓ的 抗 菌 应 用 开 辟 了 广 阔 的 前
景。最 近 Ｄｅ　Ｇｕｓｓｅｍｅ等［１９，２２］将 活 性 乳 酸 杆 菌
Ｌ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ非酶还原制得的ＡｇＮＰｓ／菌体复合材
料直接用于抗病毒研究，结果表明ＡｇＮＰｓ／菌体复
合材料活性优 于 相 同 浓 度 的 Ａｇ＋ 和 化 学 法 制 备 的




曲霉 菌 粉 作 为 载 体 和 还 原 剂 通 过 非 酶 还 原 制 备
ＡｇＮＰｓ／菌体复合材料，研究 反 应 温 度 与ｐＨ 值 对
还原过程 和 制 得 复 合 材 料 的 抗 菌 性 能 以 及ＡｇＮＰｓ







铃薯葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基 （ＰＤＡ）由 上 海 中 科 昆 虫
生 物 技 术 开 发 有 限 公 司 生 产。Ｍｕｅｌｅｒ　Ｈｉｎｔｏｎ
（ＭＨ）肉汤和 ＭＨ琼脂培养基由广东环凯微生物
科 技 有 限 公 司 生 产。黑 曲 霉 菌 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ












１．２．２　ＡｇＮＰｓ／菌体 的 原 位 生 物 还 原 制 备　称 取
一定量菌粉置于２５０ｍｌ锥形瓶中，加入去离子水，





３０℃和６０℃温度下１５０ｒ·ｍｉｎ－１的 水 浴 恒 温 振 荡
器中 避 光 反 应。反 应 后 采 用０．４５μｍ纤 维 滤 膜 进
行抽滤，经洗涤、真空干燥，研磨后得ＡｇＮＰｓ／菌
体复合材料。
１．２．３　菌 体 银 负 载 量 的 测 定　称 取 一 定 量 ｍ
（ｍｇ）的 ＡｇＮＰｓ／菌 体 复 合 材 料 用 浓 硝 酸 和 Ｈ２Ｏ２
消解［２２］后 经 冷 却 转 入５０ｍｌ容 量 瓶 中，用 去 离 子
水定容。稀释一定 倍 数Ｎ 后 用 原 子 吸 收 分 光 光 度
计 （ＡＡＳ）（ＴＡＳ－９８６型，北 京 普 析 通 用 仪 器 有 限






银纳米颗粒 的 形 貌 和 粒 度。利 用Ｘ射 线 粉 末 衍 射
仪 （ＸＲＤ）（Ｘ’Ｐｅｒｔ　Ｐｒｏ 型，荷 兰 ＰＡＮａｌｙｔｉｃａｌ
Ｂ．Ｖ．公司）对产品作物相分析。利用紫外－可见分
光光度计 （ＵＶ－Ｖｉｓ）（ＴＵ－１９００型，北 京 普 析 通 用
仪器有限公司）测定银纳米颗粒的表面等离子体共
振 （ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｌａｓｍｏｎ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）吸收特性。
１．２．５　ＡｇＮＰｓ／菌体 复 合 材 料 的 抗 菌 性 能 测 试　
以Ｅ．ｃｏｌｉ为测试菌株，采用琼脂稀 释 法［１０］检 测 样
品的最小抑菌浓度 （ｍｉｎｉｍａｌ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａ－
ｔｉｏｎ，ＭＩＣ）来评价其抗菌性能。
１．２．６　银 释 放 实 验　复 合 材 料 中 ＡｇＮＰｓ与 菌 体






与菌体的结 合 牢 度［２８］。剩 余 的 上 清 液 再 经 高 速 离
心 （１００００ｒ·ｍｉｎ－１，１５ｍｉｎ）和紫外表征确定去



















了ＡｇＮＰｓ的ＳＰＲ特 征 吸 收 峰［３０］；而 提 高 反 应 温
度或ｐＨ值，ＡｇＮＰｓ特征吸收峰出现的时间缩短，
最终产生的峰强增大。图１（ａ）（只列一个时间点数
据）、 （ｂ）中 ＡｇＮＰｓ特征吸收峰强度随 着 反 应 时
间的延长而逐渐增大，说明还原反应在１４４ｈ时仍
未完全进 行，图１（ｃ）中 ＡｇＮＰｓ特 征 吸 收 峰 强 度
在１４４ｈ趋于稳定，说明还原反应在１４４ｈ时接近
完全进行，而图１（ｄ）中吸收峰强度在２４ｈ时达到
最大，之后 随 着 反 应 时 间 的 进 一 步 延 长 而 略 有 降
低，说明还原反 应 在２４ｈ时 可 完 全 进 行，但 之 后




１４４ｈ，ｐＨ　１１．５时反应２４ｈ，以 研 究 不 同 条 件 所
得ＡｇＮＰｓ性质的差异。




温度后制 得 ＡｇＮＰｓ平 均 粒 径 增 大，提 高 反 应ｐＨ
值后２４ｈ制 得 ＡｇＮＰｓ与 低 ｐＨ 值１４４ｈ制 得
ＡｇＮＰｓ平均粒 径 差 异 很 小。相 对 于 乳 酸 杆 菌 非 酶
催化还 原 制 得 ＡｇＮＰｓ最 小 粒 径 （１１．２ｎｍ）［２２］而
言，本实验采用黑曲霉菌非酶催化还原制得的Ａｇ－
ＮＰｓ粒径更 小，也 小 于 目 前 报 道 的 以 其 他 菌 体 非










应于 面 心 立 方 结 构 单 质 银 的 （１１１）、 （２００）、
（２２０）、（３１１）和 （２２２）晶面，其峰位置与ｐｄｆ卡





进一 步 采 用 ＡＡＳ检 测 反 应 后 菌 体 银 负 载 量，
结果见表１。由表１可知，反应前菌体不含银，反
应后 菌 体 银 负 载 量 为３．７％～５．０％，提 高 反 应 温























ｃｏｎｔｒｏｌ　ｍｙｃｅｌｉｕｍ（ＣＫ） ０ — —
ｐＨ　９．５，１４４ｈ，３０℃ ３．７　 ７．０　 ２１７（８．０）
ｐＨ　９．５，１４４ｈ，６０℃ ４．５　 ８．２　 ４３４（１９．５）
ｐＨ　１１．５，２４ｈ，３０℃ ３．８　 ６．９　 ２１７（８．２）




































表 示），小 于 商 业 抗 菌 剂 的 ＭＩＣ （８００ ｍｇ ·
Ｌ－１）［３４］。提 高 反 应 温 度 后 制 得 复 合 材 料 ＭＩＣ增
大，即抗菌性能下降；而提高反应ｐＨ值后制得复
合材料 ＭＩＣ差 异 则 很 小，即 抗 菌 性 能 差 异 极 小。
本实验制得４种ＡｇＮＰｓ的形貌均呈近球形，提高
反应温度后 制 得 ＡｇＮＰｓ粒 径 和 银 负 载 量 均 增 大，
其抗 菌 性 能 却 下 降，而 提 高 反 应 ｐＨ 值 后 制 得
ＡｇＮＰｓ粒径和 银 负 载 量 差 异 则 很 小，其 抗 菌 性 能
差异也极小，说明ＡｇＮＰｓ／菌体复合材料的抗菌性
能主要与ＡｇＮＰｓ粒径大小有关。这与ＳｉＯ２ 负载的
ＡｇＮＰｓ在 粒 径 较 小 时 抗 菌 性 能 较 强 结 果 相 一
致［２９］。Ｚｅｎｇ等［１０］利用富含微孔的天然植物通草与
Ａｇ＋ 静电结 合，然 后 依 次 用 乙 醇、ＮａＢＨ４ 原 位 还
原制得以通草为载体的纳米银抗菌材料，发现当通




Ｌ－１，但其 所 得 银 负 载 量 仅 为１．８％。与 其 相 比，
本实验利用黑曲霉菌原位还原银氨离子制得的Ａｇ－
ＮＰｓ／菌体复合材料的 抗 菌 性 能 具 可 比 性，其 ＭＩＣ
在同一 数 量 级，并 且 本 实 验 在 较 低 （１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１）银浓 度 下 获 得 的 银 负 载 量 却 更 高 （３．７％～
５．０％），所得ＡｇＮＰｓ粒径也更小，且 不 需 外 加 化
学还原 剂 （乙 醇 和 ＮａＢＨ４），可 以 利 用 工 业 废 弃










ＡｇＮＰｓ释出 所 产 生 的 ＵＶ－Ｖｉｓ吸 收 强 度 均 较 低，
其中以６０℃ｐＨ　１１．５下制得复合材料中ＡｇＮＰｓ的
















ＡｇＮＰｓ／菌体复 合 材 料 具 有 强 的 回 收 重 复 利 用 性
能。由表２可 知，单 位 质 量 复 合 材 料 中 Ａｇ＋ 的 释
放量为１．７～６．８ｍｇ·ｇ－１，溶 解 的 银 占 总 银 质 量
分数的３．４％～１８．４％，提 高 反 应 温 度 和 反 应ｐＨ
值后Ａｇ＋ 的释出均减少，其中以６０℃ｐＨ　１１．５制
得复合材料 中 Ａｇ＋ 的 释 出 最 少。反 应 温 度 与 反 应
ｐＨ值对所得复 合 材 料 中 ＡｇＮＰｓ和 Ａｇ＋ 的 释 出 影









的氧化作 用，使 Ａｇ＋ 的 溶 出 减 少。生 物 质 分 子 抑





已知 在 质 子 和 溶 解 氧 （ＤＯ）共 同 作 用 下
ＡｇＮＰｓ能自发氧化溶出 Ａｇ＋，２９８Ｋ时其ΔＧｒｘｎ＝
－９１．３ｋＪ·ｍｏｌ－１［３５］。本 实 验 于 不 同 条 件 制 得
ＡｇＮＰｓ／菌体复合材料在水中经超声分散和振荡均
释出Ａｇ＋，说明在实验条件下水溶液的起始ｐＨ值










在菌体表面，该 复 合 材 料 对Ｅ．ｃｏｌｉ具 有 良 好 的 抗
菌性能，其 ＭＩＣ在２１７～４３４ｍｇ·Ｌ－１ （以 菌 粉
总质量表示）或８～２０ｍｇ　Ａｇ·Ｌ－１ （以银含量表
示）。提高反应温度有 利 于 提 高 菌 体 银 负 载 量，但
制得ＡｇＮＰｓ粒径增大，抗菌性能下降；提高反应
ｐＨ 值 有 利 于 快 速 制 得 相 当 银 负 载 量 和 粒 径 的
ＡｇＮＰｓ，而 对 抗 菌 性 能 影 响 很 小。复 合 材 料 中
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